r 



(12) DEMANDE INTERNATIONALE PUBLIEE EN VERTU DU TRAITE DE COOPERATION 

EN MATIERE DE BREVETS (PCT) 



(19) Organisation Mondiale de la Propria 
Intellectuelle 

Bureau international 

(43) Date de la publication internationale 
24 octobre 2002 (24.10.2002) 




PCT 



(10) Numero de publication internationale 

WO 02/083892 A2 



(51) Classification internationale des brevets 7 : C12N 15/01 

(21) Numero de la demande internationale : 

PCT/FR02/01252 

(22) Date de depot international : 10 avril 2002 (10.04.2002) 

(25) La ague de depot : francais 

(26) Langue de publication : francais 

(30) Donnees relatives a la priorite : 

01/04856 10 avril 2001 (10.04.2001) FR 

(71) Deposants (pour tous les Etats designes sauf US) : IN- 
STITUT PASTEUR [FR/FR]; 25-28, rue du Doctuer 
Roux, F-75015 Paris (FR). CENTRE NATIONAL DE 
LA RECHERCHE SCIENTIFIQUE (CNRS) [FR/FR]; 

3, rue Michel-Ange, F-75016 Paris (FR). 

(72) Inventeurs; et 

(75) Inventeurs/Deposants (pour US seulement) : MAR- 
LIERE , Ph ili ppe [FR/FR] ; 2, aJlee Saint Martin, F-9 1450 
Etiolle (FR). POCHET, Sylvie [FR/FR]; 5, rue Gossec, 
F-75724 Paris 12 (FR). BOUZON, Madeleine [FR/FR]; 

4, rue des Capucins, F-92190 Meudon (FR). 



(74) Mandataires : MARTIN, Jean-Jacques etc.; Cabinet 
Regimbeau, 20, rue de Chazelles, F-75847 Paris Cedex 17 
(FR). 

(81) Etats designes (national) : AE, AG, AL, AM, AT, AU, AZ, 
BA, BB, BG, BR, BY, BZ, CA, CH, CN, CO, CR, CU, CZ, 
DE, DK, DM, DZ, EC, EE, ES, FI, GB, GD, GE, GH, GM, 
HR, HU, ID, IL, IN, IS, JP, KE, KG, KP, KR, KZ, LC, LK, 
LR, LS, LT, LU, LV, MA, MD, MG, MK, MN, MW, MX, 
MZ, NO, NZ, OM, PH, PL, PT, RO, RU, SD, SE, SG, SI, 
SK, SL, TJ, TM, TN, TR, TT, TZ, UA, UG, US, UZ, VN, 
YU, ZA, ZM, ZW. 

(84) Etats designes (regional) : brevet ARIPO (GH, GM, KE, 
LS, MW, MZ, SD, SL, SZ, TZ, UG, ZM, ZW), brevet 
eurasien (AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU, TJ, TM) r brevet 
europeen (AT, BE, CH, CY, DE, DK, ES, FI, FR, GB, GR, 
IE, IT, LU, MC, NL, PT, SE, TR), brevet OAPI (BF, BJ, 
CF, CG, CI, CM, GA, GN, GQ, GW, ML, MR, NE, SN, 
TD, TG). 

Publiee : 

— sans rapport de recherche internationale, sera republiee 
des reception de ce rapport 

En ce qui concerne les codes a deux lettres et autres abrevia- 
tions, se referer aux "Notes explicaiives relatives aux codes et 
abreviations" figurant au debut de chaque numero ordinaire de 
la Gazette du PCT. 



^ (54) Title: MUTANTS OF DESOX YC YTIDINE KINASE HAVING EXTENDED ENZYMATIC ACTIVITY 
< 

(54) Titre : MUTANTS DE LA DESOXYCYTTDINE KINASE POSSEDANT UNE ACTIVITE ENZYMATTQUE ELARGIE 

On 

(57) Abstract: The invention relates to a method for artificial in vivo evolution of proteins, said method making it possible to bring 
tf} about the evolution of a protein X by complementation of a relative protein Y,X and Y both belonging to the same class of enzyme 
00 commission (EC) nomenclature or belonging to related classes. The mutants D133E and R104Q of desoxycytidine kinase (DCK) 
^ were obtained; both of said mutations result in acquisition of thymidine kinase activity by DCK. 
C* 

(57) Abreg£ : La pnSsente invention se rapporte a un procSde* devolution artificielle in vivo de prolines, ledit procede* permettant 
Q de faire evolue une proline X par complementation d'une proline apparentee Y, X et Y appartenant tous deux a la meme classe de 
^ la nomenclature enzymatique EC ou a des classes voisines. Les mutants D133E et R104Q de la desoxycytidine kinase (DCK) ont 
^ 6i6 obtenus, chacune de ces mutations confierant Tacquisition de 1* activity thymidine kinase par DCK. 



BNSDCXJID: <WO_ 



WO 02/083892 



1 



PCT/FR02/01252 



MUTANTS DE LA DESOXYCYTID1NE KINASE POSSEDANT UNE ACTIVITE 

ENZYMATIQUE ELARGEE 

5 La presente invention se rapporte a un precede devolution artificielle in vivo de 
proteines, ledit precede permettant de faire evoluer une proteine X par 
complementation d'une proteine apparentee Y, X et Y appartenant tous deux a la 
meme classe de la nomenclature enzymatique EC ou k des classes voisines. Les 
mutants D133E et R104Q de la desoxycytidine kinase (DCK) ont 6t6 obtenus, 
10 chacune de ces mutations conferant Tacquisition de Tactivite thymidine kinase pax 
DCK. 

Les techniques de sequen9age et ^amplification PCR font appel a une gamme de 
plus en plus diversifiee de nucleosides triphosphates, les monomeres actives qui 

15 peuvent etre condenses par les ADN polymerases. De tels monomeres artificiels se 
distinguent des quatre monomeres naturels tant par des alterations chimiques de la 
base heterocyclique [Sala et al, 1996] que du Sucre pentose et du groupement 
triphosphate. La preparation des derives triphosphate s'effectue g6neralement a partir 
des nucleosides correspondants en soumettant Talcool 5* libre k une phosphorylation 

20 puis en condensant le 5* phosphate au pyrophosphate, pour donner le triphosphate. La 
catalyse de Tetape de phosphorylation par une nucleoside kinase consommant de 
TATP constitue un precede valide a Techelle industrielle. Un tel precede de synthese 
n'est envisageable qu'avec des enzymes pr£sentant une activite eiargie, c'est a dire 
des nucleosides kinases capables de phosphoryler n'importe quel nucleoside avec 

25 une efficacite similaire. D'une maniere plus generate, Pobtention d'enzymes 
presentant des activites eiargies permettrait d'avoir acces k des outils puissants pour 
toute sorte d' applications biotechnologiques. 

Diverses solutions pour effectuer des mutations dirigees dans une molecule d'ADN 
30 ont ete decrites dans Petat de la technique. Ces techniques consistent a introduire in 
vifro une mutation, une deletion ou une insertion en un site determine dans une 
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molecule d'ADN par exemple en utilisant la PCR. Ces diverses techniques sont 
dScrites dans Hall, et al. Protein Eng. 4:601 (1991); Hemsley, et al. Nucleic Acids 
Research 17:6545-6551 (1989); Ho, et al. Gene 77:51-59 (1989); Hultman, et al. 
Nucleic Acids Research 18:5107-5112 (1990); Jones, et al. Nature 344:793-794 
5 (1990); Jones, et al. Biotechniques 12:528-533 (1992); Landt, et al. Gene 96:125-128 
(1990); Nassal, et al." Nucleic Acids Research 18:3077-3078 (1990); Nelson, et al. 
Analytical Biochemistry 180:147-151 (1989); Vallette, et al. Nucleic Acids Research 
17:723-733 (1989); Watkins, et al. Biotechniques 15:700-704 (1993); Weiner, et al. 
Gene 126:35-41 (1993). Yao, et al. PCR Methods and Applications 1:205-207 (1992) 
10 et dans Weiner et al, Gene 151:1/9-123(1994). 

Outre les problemes techniques rencontres, il est impossible de savoir a Tavance 
quelle serait Feffet d'une mutation donnee sur Pactivite d'une proline avec de telles 
techniques. 

15 D'autres methodes consistent a introduire des mutations au hasard dans le genome 
par l'emploi d' agents mutagenes (2-aminopurine, hydroxylamine ou ACRIDINE) et 
k selectionner les cellules ou organismes montrant le phenotype recherche. 
Neanmoins, ces methodes conduisent a V introduction de nombreuses mutations, 
parfois stales, et ne sont pas adaptSes a faire evoluer une proteine donnee dans un 

20 but precis. 

L'art ant&ieur montre egalement que Ton peut employer des systemes in vivo, par 
exemple en utilisant des ADN polymerase exo-, ou d'autres proteines pouvant 
introduire des mutations (US 6,015,705), mais aucune de ces techniques ne 
s'apparente a la m&hode proposee par la pr6sente invention. 

25 

Pour r6pondre aux besoins et problemes evoques precedemment, la presente 
invention propose un proced6 devolution artificielle in vivo de proteines. Ce procedd 
permet de faire 6voluer in vivo une proteine X par complementation d'une proline 
apparent^ Y, X et Y appartenant tous deux a la meme classe de la nomenclature 
30 enzymatique EC ou a des classes voisines. En effet, on a d£montr6 qu'il est possible 
de modifier par mutation l'activit<5 d'un enzyme d'une classe, non seulement k 
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1'interieur d'une meme classe, mais egalement de lui faire acqu£rir les activit£s 
caracterisant les classes voisines (3 premiers chiflres de la nomenclature EC en 
commun). En d'autres termes, rinvention apporte un procede pour faire £voluer une 
proline X pour qu'elle acquire P activity d'une autre prot&ne Y, X conservant au 
5 moins une de ses propriety ou activity initiales et done presentant in fine une 
activit£ eiargie. 

Ce proc£d6 est particuli£rement adapts k des enzymes du type nucleotidyl kinase, 
phosphorylase et nucleotidyl transferases, car on peut mettre k profit leur capacity a 
10 introduire des mutations dans leur propre gene. 

A ce titre, V invention a et6 mise en oeuvre pour la d^soxycytidine kinase d'Homo 
sapiens (DCK) qui est un enzyme capable de phosphoryler une large gamme de 
nucleosides presentant une parente chimique avec la desoxycytidine (dC), suivant la 
reaction : 

15 dC + ATP -> dCMP + ADP . 

En plus de la desoxycytidine, cet enzyme reconnait comme substrats les 
d6soxynucl£osides puriques dA et dG ainsi que des analogues structuraux de bases 
ou de sucres, comme la 5-aza-cytidine (5azadC) et Tarabinocytidine. Toutefois, la 
thymidine n'est pas substrat de l f enzyme in vitro [Datta et al, 1989]. I/ADNc 

20 sp£cifiant la desoxycytidine kinase humaine a 6te clone et sequence [Chottiner et al, 
1991, num£ro d 5 accession dans GENBANK : M60527], r£v61ant des similarity entre 
DCK et les thymidine kinases des virus heipetiques [Harrison et al, 1991], De meme, 
la structure tridimensionnelle de la thymidine kinase de Therp^s a 6te r£solue par 
radiocristallographie [Brown et al, 1995]. Le brevet am&icain US 6,063,376 d£crit 

25 une seconde desoxycytidine kinase humaine appel£e DCK2 qui possede 60 % 
d'identit<§avecDCKl. 

Dans le procede selon Finvention, on a mis a profit la propria de mutateur 
conditionnel de DCK en presence d'analogues de nucleosides promutag&aes pour 
30 soumettre son propre gene dek k un episode de mutag£n£se in vivo. 
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Ainsi, des bacteries de genotype Adeo tdk p::dckH+ furent exposees soit a la 2- 
amino-2 r -desoxyribosyl-purine (disoA) soit a la 2-amino-desoxyribosyl-2-hydroxy- 
purine (disoG), puis incubees sur milieu solide riche en presence de trimethoprime et 
de thymidine. Des colonies sont apparues suite k Tadministration des deux composes 
5 a une frequence de l'ordre de 1CT 8 . Aucune colonie ne survint en absence de 
nucleoside promutagene. 

Le sequen9age des genes de 1 plasmides mutants obtenus ind6pendamment (4 apres 
mutagenese par disoG, 3 par disoA) a mis en evidence deux mutations ponctuelles 
10 D133E et R104Q, chacune conferant Tacquisition de Tactivite thymidine kinase par 
DCKL En outre, un plasmide reunissant les deux mutations dans un meme allele a ete 
construit et introduit dans la souche B7117 de genotype Adeo tdk, D a permis la 
complementation de la tdk inactivee par mutation ou deletion, exprimant done aussi 
une activity thymidine kinase. 

,15 

Description 

Ainsi, de maniere generale, la presente invention se rapporte a un proc^de 
d'evolution in vivo artificielle de proteines, ledit precede permettant de faire evoluer 
20 in vivo une proteine X par complementation d'une proteine apparentee Y, X et Y 
appartenant tous deux a la meme classe de la nomenclature enzymatique EC ou k des 
classes voisines. 

Un tel procede permet de faire evoluer une proteine X de sorte a en modifier ses 
25 caracteristiques et comprend les etapes suivantes : 

a) obtention de cellules comportant un genotype [proteine Y* : rproteine X+], par 
transformation de cellules [proteine Y* ] ayec un acide nucieique comprenant le 
gene codant pour la proteine X, Y* signifiant que; le gdne codant pour Y a ete 
inactive, Y etant une proteine appartenant & une classe voisine de X possedant 
30 une activite voisine, les classes de X et Y se caracterisant en ce qu'elles 
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possedent au moins les trois premiers chiffres appartenant aux classes EC de la 
nomenclature internationale k 4 chiffres, lesdites cellules presentant un 
ph&iotype auxotrophe n6cessitant pour survivre Papport du produit de la reaction 
de Y sur son substrat dans le milieu de culture ; 
5 b) exposer les cellules obtenues k Petape a) a un mutagene, 

c) mettre en culture lesdites cellules dans un milieu comprenant le substrat de Y, le 
produit de la reaction de Y sur son substrat etant n^cessaire a la survie de ladite 
cellule, 

d) seiectionner les cellules qui ont surv&m k Petape c) dans lesquelles la proline X, 
10 modifiee par Taction dudit agent mutagene, complemente la deficience en la 

proteine Y. 

A Petape b), toute technique visant a augmenter la sensibility de la cellule vis-a-vis 
d'un mutagene ou d'un promutag^ne, par exemple par expression d'une kinase, 
15 d'une phosphorylase ou d'une ADN pol exo-, peut 6tre utilis£e. De preference, on 
utilise un vecteur d' expression de la DCK1 comportant les mutations D133E et 
R104Q decrite ci-apres. 

Dans le cadre de Pinvention, le terme «Y* » signifie que le gene codant pour Y a 6t6 
20 inactive, c'est k dire qu'il a 6t€ delete en tout ou en partie, ou inactive par insertion 
d'une sequence ou par introduction d'une mutation. II faut signaler que Pinvention 
peut egalement Stre executee dans le cas de modification du gene Y conduisant a un 
phenotype du type Ts (temperature sensible). Dans ce cas, les cellules sont cultivees 
a des temperatures non permissibles pendant la phase de selection (etapes c) et d)). 

25 

Panni, les proteines que Pon cherche k faire evoluer, on peut citer notamment : 
- les proteines appartenant a la famille des kinases, telles que par exemple 
Numero EC Nom selon la nomenclature internationale 

2.7. L20 Adenosine kinase. 

30 2.7.1.21 Thymidine kinase. 
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2.7.1.38 Phosphorylase kinase. 

2.7. 1 .49 Hydroxymethylpyrimidine kinase. 

2.7. 1 .74 d£soxycytidine kinase (DCK). 

2.7.4.6 Nucleoside-diphosphate kinase. 

5 2.7.4.7 Phosphomethylpyrimidine kinase. 

2.7.4.8 Guanylate kinase. 

2.7.4.9 Thymidylate kinase. 

2.7.4. 1 0 Nucleoside-triphosphate-adenylate kinase. 

2.7.4.11 (Deoxy)adenylate kinase. 

10 2.7.4.12. T2-induced deoxynucleotide kinase. 

2.7.4. 1 3 (Deoxy)nucleoside-phosphate kinase. 

- les nucleotidyl transferase, telles que par exemple 

Numero EC Nom selon la nomenclature internationale 

15 2.7.7.6 DNA-directed KNA polymerase. 

2.7.7.7 DNA-directed DNA polymerase. 

2.7.7.8 Polyribonucleotide nucleotidyltransferase. 
2.7.7.19 Polynucleotide adenylyltransferase. 
2.7.7.25 tRNA adenylyltransferase. 

20 2.7.7.48 RNA-directed RNA polymerase. 

2.7.7.49 RNA-directed DNA polymerase. 

2.7.7.50 mRNA guanylyltransferase. 

- les phosphorylases, telles que par exemple 

25 Numero EC Nom selon la nomenclature internationale 

2.4.2.1 Purine-nucleoside phosphorylase. 

2.4.2.2 Pyrimidine-nucleoside phosphorylase. 

2.4.2.3 Uridine phosphorylase. 

2.4.2.4 Thymidine phosphorylase. 

30 2.4.2.7 Adenine phosphoribosyltransferase. 

2.4.2.8 Hypoxanthine phosphoribosyltransferase. 
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2.4.2.9 Uracil phosphoribosyltransferase. 

2.4.2.15 Guanosine phosphorylase. 

2.4.2.23 Deoxyuridine phosphorylase. 

i 

2.4.2.28 5-methylthioadenosine phosphorylase. 

5 

Bien entendu, d'autres enzymes, notamment les enzymes du m&abolisme ou du 
catabolisme, peuvent faire Pobjet d'une Evolution grace au procedd selon l'invention. 
Ces enzymes et leur numero EC respectif sont repertories par le Committee of the 
International Union of Biochemistry and Molecular Biology (IUBMB) a 1'adresse 
10 suivante : http://expasv.proteome.org.au/enzvme/ 

Dans un mode de realisation prefer^, 1' invention se rapporte k un procede tel que 
defini ci-dessus dans lequel la proteine X a la propriety d'introduire des mutations 
dans l'ADN. La propriete de mutateur conditionnel de la proline X en presence 
15 d'analogues de nucleosides promutagenes permet de soumettre son propre gene a un 
Episode de mutag6n6se in vivo. 

En ce sens, le proc£d6 selon l'invention permet de faire dvoluer une kinase X de 
sorte a en modifier ses caracteristiques, ledit procede comprenant les etapes 
20 suivantes : 

a) obtention de cellules comportant un genotype [kinase Y* : :kinaseX+J, par 
transformation d'une cellule [kinase Y*] avec un acide nucieique comprenant le 
gene codant pour la kinase X, Y* signifiant que le g&ne codant pour Y a ete 
inactive, Y etant une kinase appartenant k une classe voisine de X montrant une 
25 activite voisine, les classes de X et Y se caracterisant en ce qu'elles possedent au 

moins les trois premiers chiffres appartenant aux classes EC 2.7.1.- de la 
nomenclature intemationale k 4 chiffres, lesdites cellules pr6sentant un 
phenotype auxotrophe n^cessitant pour survivre Papport du produit de la reaction 
de Y sur son substrat dans le milieu de culture ; 
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b) exposer les cellules obtenues a l'etape a) a un analogue de nucleosides 
promutagenes pendant un temps donne, la kinase X etant capable de 
phosphoryler ledit analogue, 

c) mettre en culture lesdites cellules dans un milieu comprenant le substrat de Y, le 
5 produit de la reaction dudit substrat avec Y etant n^cessaire k la survie de ladite 

cellule, 

d) seiectionner les cellules qui ont survecu a Tetape c) dans lesquelles la kinase X, 
modifiee par Taction dudit analogue de nucleoside promutagene, complemente la 
deficience en la kinase Y. 

10 Par « complement », on entend la suppression du phenotype auxotrophe resultant de 
Finactivation du gene Y. 

Lesdites cellules sont des cellules procaryotes ou eucaryotes, de preference K coli. 
Dans le cas ou la proline X est une kinase, le substrat est s61ectionne parmi les 
1 5 nucleosides et leurs analogues. 

Avantageusement, la kinase X est une deoxycytidine kinase appartenant k la classe 
EC 2.7.1.74. La kinase Y est de preference une kinase n' appartenant pas a EC 
2.7.1.74, notamment une thymidine kinase (TDK) appartenant a la classe EC 
20 2.7.1.21. Dans la mesure ou X est une phosphorylase ou une polymerase, Y est une 
phosphorylase ou une polymerase differente de X. 

Ainsi, le procede evoque ci-dessus peut comprendre les etapes suivantes : 

a) obtention d'une bacterie E. coli Adeo tdk p::dckH+, 

mise en culture des cellules obtenues a Tetape a) dans un milieu comprenant : 
25 - un agent mutagene seiectionne parmi les analogues de nucleosides promutagenes et 
du trimethoprime qui bloque la synthase du thymidylate par la thymidylate synthase ; 
- et la thymidine qui est necessaire a la survie de ladite cellule, 

b) selection des cellules qui ont surv6cu a l'etape b) dans lesquelles la DCKH, 
modifiee par Taction dudit analogue promutagene, complemente la deficience en 

30 TDK. 
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Avantageusement, la kinase X est une d6soxycytidine kinase, notamment la DCK1 
humaine de sequence deposee dans GENBANK sous le numero d'accession M60527 
comportant au moins une mutation selectionnee panni les mutations D133E et 
R104Q. La sequence double mutante de DCK1 (SEQ ID Nol) est : 

5 

1 MATPPKRSCP SFSASSEGTR 

LKQLCEDWEV VPEPVARWCN 
61 VQSTQDEFEE LTMSQKNGGN 

CLSRIRAQLA SLNGKLKDAE 
10 121 KPVLFFERSV YSDRYIFASN 

WMNNQFGQSL ELDGIIYLQA 
181 TPETCLHRIY LRGRNEEQGI 

LKTNFDYLQE VPILTLDVNE 
241 DFKDKYESLV EKVKEFLSTL 

15 

En outre, la kinase X est de preference capable d'activer un analogue de nucleoside 
promutagene, lequel analogue introduit des mutations dans son propre gbne. 
A Fissu du proc6d6, la kinase X mutee est capable de remplacer (complementation) 
la kinase Y et pr6sente done une activity elargie par rapport a son activite initiale. 

20 

Ainsi, dans un deuxieme aspect, rinvention vise une proteine X mutee, notamment 
une kinase X mutee, susceptible d'etre obtenue a partir du proedde d£crit ci-dessus, 
caracterisee en ce qu'elle presente une activity £largie par rapport a la proteine X 
initiale (ou k la kinase X- initiaie). II peut s'agir par exemple de la kinase DCK1 
25 humaine mentionnee ci-dessus comportant au moins une mutation selectionnee parmi 
les mutations D133E et R104Q. L'invention porte dgalement sur un acide nucleique 
comprenant une sequence codant pour la kinase DCK1 humaine telle que ddfinie ci- 
dessus et uh vecteur comprenant cette sequence codante, ladite sequence pouvant 
etre fiisionnee a un promoteur efficace dans les cellules eucaryotes et/ou procaryotes. 
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De preference, le vecteur est un plasmide qui peut etre introduit dans une bacterie 
telle que par exemple E. coli par transformation ; le vecteur se maintient dans la 
bacterie de manure stable ou transitoire. 

L'invention porte egalement sur une cellule hote comprenant un vecteur expose ci- 
5 dessus. 

Un autre aspect de l'invention concerne l'utilisation d'une kinase, explicitee 
precedemment, dans un precede tel que defini ci-dessus pour rendre actif un 
analogue de nucleoside promutagene* Plus generalement, Tinvention vise 

10 l'utilisation d'une kinase mentionnee ci-dessus dans tout procede 
d'hypermutagenese, pour convertir des nucleosides, naturellement refractaires h la 
phosphorylation enzymatique, en leur derive 5' phosphate respectif. 
L' invention porte egalement sur Putilisation concomitante d'une kinase selon Tune 
des revendications 12 et 13 et d'autres enzymes tels que. AMK et/ou la 

1 5 transdesoxyribosylase (NTD) pour eiargir in vivo la gamme de la mutagenese & Paide 
de promutagenes. 

En outre, il faut signaler que le vecteur mentionne ci-dessus peut etre utilise pour la 
preparation d'un medicament destine k la therapie genique pour permettre 
20 Tincorporation d' analogues de nucleosides dans PADN. 

L'invention vise egalement un procede de mutagenese in vivo d'une sequence 
d'ADN detenninee, ladite sequence d'ADN etant dans une cellule, comprenant les 
etapes consistant a : 

25 - effectuer la mutation par insertion d'au moins un type de nucleosides 
promutagenesdans ladite sequence, la cellule exprimant au moins un syst&ne 
enzymatique permettant P insertion dudit nucleotide promutagene dans P ADN, 
- et detecter la presence de la sequence mutee, 

caracterise en ce que le systeme enzymatique comprend une kinase telle que definie 
30 ci-dessus. 
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Ce proced6 pennet de faire evoluer une proteine sp6cij5que de la cellule. En ce sens, 
on inactive un gdne codant pour une proteine apparentde k ladite proteine specifique, 
la proline apparentee etant ndcessaire a la survie de la cellule, et on detecte la 
complementation apr£s mutation du gene codant pour ladite proline specifique. 
5 Ladite proteine specifique et ladite proline apparentee sont de preference des 
enzymes appartenant a une classe voisine ayant en commun au moins les trois 
premiers chiffres de la nomenclature intemationale EC k 4 chiffres. 
Ces proteines sont sdlectionnees parmi les kinases appartenant aux classes EC 2.7.1. : 
on peut egalement envisager les nucleotidyl transferases appartenant aux classes EC 
10 2.7.7. -notamment les polymerases, et les phosphorylases appartenant aux classes EC 
2.4.2.- en utilisant des cribles appropries. Avantageusement, lesdites proteines ont la 
propriete de pouvoir faire evoluer leur propre g£ne. 

L' invention porte egalement sur la souche <TE. coli B 7151 de genotype Adeo tdk 
15 comprenant un vecteur exprimant la DCK mutee D133E deposee le 21 fevrier 2001 k 
la CNCM (Collection Nationale de Cultures de Microorganismes, 25, rue du Docteur 
Roux, 75724 Paris cedex 15, France) sous le numero d'accession 1-2631. 
L'invention porte egalement sur une souche d*E. coli 6 7134 de genotype Adeo tdk 
comprenant un vecteur exprimant la DCK humaine deposee le 21 fevrier 2001 a la 
20 CNCM sons le numero d'accession 1-2630. 

L'invention porte egalement sur une souche d 9 E. coli J37338 de genotype Adeo tdk 
comprenant un vecteur exprimant la DCK double mutante D133E et R104Q deposee 
le 27 mars 2001 a la CNCM sous le numero d'accession 1-2650. 

25 L^gendes 

Figure 1: crible permettant la selection d'une activite thymidine kinase chez 
Escherichia colt 
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Figure 2: specificites comparees de la thymidine kinase ^Escherichia coli et de la 
desoxycytidine kinase humaine. 

Figure 3: exemples d'analogues de nucleosides 

5 

Materiels et methodes 

Composes chimiques : les composes S'-azido-S'-desoxythymidine (AZT), 2'- 
desoxyinosine (dl), N4-amino-2 -desoxycytidine (desoxyribonucleoside de la 2- 

10 hydroxy^-hydrazino-pyrimidine, d6sign6 4am'dC), 5-aza-2'-desoxycytidine 
(5azadC), 5-iodo-2 r -desoxycytidine (5IdC), 5-bromo-2 r -desoxycytidine (5BrdC) and 
5-methyl-2 f -d6soxycytidine (5MedC) ont ete achetes chez Sigma. La 2-desoxy-iso- 
adenosine (disoA) (2-ainino-9-(2 , -d6soxy-B-D-ribofuranosyl)purine) a ete preparee 
par transglycosylation enzymatique en utilisant un extrait brut de N- 

15 deoxyribosyltransferases de Lactobacillus leichmanniu La synthase de la 2'- 
desoxyisoguanosine (2-hydroxy-6-amino-9-(2 , -deoxy-6-D-ribofuranosyl)purine) a 
et6 realis6e par fermeture du cycle du 5-amino-l-(2 -desoxy-B-D- 
riboftu-anosyOimidazole^-carboxamide. La preparation du l-(2'- 
d6soxyribofuramosyl)-in^dazole^-carboxainide (dY) a £te decrite dans Pochet et al, 

20 1995. 

Culture des souches bacteriennes : les bacteries ont ete cultivees dans un milieu 
riche Luria-Bertani (LB) ou dans un milieu minimum suppl6mente avec 2g/l de 
glucose (MS). Les memes milieux de croissance ont ete solidifies avec 15g/l d'agar 

25 (Difco) pour la preparation des boites de Petri. Les cultures liquides et solides ont ete 
incubees k 37°C. Dans certains cas, des antibiotiques ont ete rajoutes aux 
concentrations snivantes : 100mg/l de carbenicilline, 25mg/l de kanamycine, 15mg/l 
de tetracycline. Le trimethoprime a ete utilise a une concentration de 100 mg/1 dans 
un milieu LB suppiemente avec 0,3 mM de thymidine. Pour Pinduction de 

30 l'expression du g£ne, Pisopropyl-B-D-thiogalactoside (IPTG) a ete rajoute h 0,5 mM. 
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Souches et constructions plasmidiques : la liste des souches E. colt K12 utilisees et 
les plasmides construits dans le cadre de la pr^sente invention est donn6e dans le 
tableau 1 ci-apr6s. 

Tableau 1 : souches bacteriennes et plasmides 



Souche 



Phenotype 



Construction 



10 



15 



20 



25 



30 



MG1655 

KU8 

S0928 

S0511O 

CC10I 

CC102 

CC103 

CC104 

CC105 

CC106 

B7069 

B7117 

B7134 

(57151 
B7320 . 



F-Ar 

trxB::Tnl0Knn AserB zjj::rnl0 

Adeo AJac thi upp udp ton 

cdd::TnlQ 

ara AQac proB)13 

F lacZ:G\uA6\am proB+ 

ara AQac proB)13 

F facZ;Glu461Gly proB + 

ma AQac proB)13 

F /acZ;Glu46IGIn proB+ 

ara AQac proB)13 

F lacZ:G\u46\ Ala proB+ 

ara AQac proB)13 

F /acZ:Glu461Val proB + 

ara A(lac proB)13 

F 7acZ;Glu461Lys proB+ 

tdk 

Adeo tdk 



Adeo tdk 

pDCKl (bla+ laclQ dck + ) 
Adeo tdk 

Adeo tdk cdd::Tn\0 



B. Bachmann 
Uhland et al. 
P. Nygaard 
P. Nygaard 
Cupples and Miller 

Cupples and Miller 

Cupples and Miller 

Cupples and Miller 

Cupples and Miller 

Cupples and Miller 

Mutant MG1 655 (resistance 
spontanea a VAZT) 
Transductions s6quentielles de 
B7069 avec des lysats PI de KU8 
etS0928 

Transformation de B71 17 

Plasmide pDCK D133E 
Transduction de B71 1 7 avec 
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10 



20 



25 



30 



67334 
B7335 
67336 
67337 
67338 
B7339 



15 67340 



B7341 



67342 



67343 



67344 



67345 



67346 



Adeo tdk cdd::l}il0 
pSUTrc (kan + laclQ) 
Adeo tdkcddr.TnlO 
pSUDCKl {kan + laclQ dck + ) 
Adeo tdk cdd.\Tii\Q 
pSUDCK2 (kan + laclQ dck:Dl33E) 
Adeo tdk cdd::Tn\Q 
pSUDCK3 (kan+ lacjQ dck:K104Q) 
Adeo tdk cddr.TnlO 
pSUDCK4 (kan + lacjQ <fcifc:D133E-R104Q) 



lelysatPl deS0511O 
Transformation de 67320 

Transformation de 67320 

Transformation de 67320 

Transformation de 67320 

Transformation de 67320 



35 



Adeo tdk cddr.TnlO 
pSUTrc (kan + laclQ) 
pAKl (bla+ laclQ adk + ) 
Adeo tdk cdd-liilO 
pSUDCKl (kan + laclQ dck + ) 
pAKl (bla + laclQ adk+) 
Adeo tdkcdd::Tnl0 
pSUDCK2 (kan + laclQ dck:D133E) 
pAKl (bla + laclQadk + ) 
Adeo tdk cddr.TnlO 
pSUDCK3 (kan + laclQ cfcfcR104Q) 
pAKl (bla + laclQadk+) 
Adeo tdk cddr.TnlO 
pSUDCK4 (kan + lacjQ <fcfcD133E-R104Q) 
pAKl (Wa + laclQ adk + ) 
Adeo tdkcddr.TnlO 
pSUTrc (kan + laclQ) 
pAKT39A (bla + lacjQ adk:T39A) 
Adeo tdk cddr.TnlO 
pSUDCKl (kem + lacjQ dck + ) 
pAKT39A (bla + laclQ adk:T39A) 
Adeo tdk cddr.TnlO 
pSUDCK2 (kan + laclQ dck:T>\33E) 
pAKT39A (blo + laclQ adk:T39A) 



Double transformation de B7320 



Double transformation de B7320 



Transformation de 67336 



Double transformation de 67320 



Double transformation de 67320 



Double transformation de 67320 



Double transformation de 67320 



Double transformation de 67320 
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B7347 



67348 



B7351 



10 B7352 



B7353 



15 



20 



B7354 



B7355 



B7356 



25 B7357 



B7358 



30 



B7359 



35 



Adeo tdk cdd::Tn\ 0 Double transformation de B7320 

pSUDCK3 (kan + IaclQ rfdfc.R104Q) 
pAKT39A (bla + IaclQ adk:T39A) 

Adeo tdk cdd::Tn\Q Double transformation de B7320 

pSUDCK4 (kan + IaclQ A*.D133E-R104Q) 
pAKT39A (6/a + IaclQ adk:T39A) 
ara AQac proB)13 
P lacZ:G\vA6\am proB + 
pSUDCK2 (kan + laclQdck:D\33E) 
ara AQac proB)13 
F /acZGlu461Gly proB + 
pSUDCK2 (kan + IaclQ <fcfcD133E) 
ara AQac proB)13 
F 7acZ;Glu461Gln proB + 
pSUDCK2 (kan + IaclQ tfdbD133E) 
ara A(lac proB)13 
F /acZ:Glu461AlajwoJ? + 
pSUDCK2 (kan+ IaclQ cfcfcD133E) 
ara AQac proB)13 
F 7acZGlu461Val proB + 
pSUDCK2 (kan + IaclQ dck:D133E) 
ara AQac proB)13 
F 7acZGlu461Lys proB + 
pSUDCK2 (kan + IaclQ dck.D133E) 
ara AQac proB)13 
F lacZ:Glu46lam proB + 
pSUDCK2 (ka?i + IaclQ dck:T>\33E) 
pAKl (bla + laclQadk*) 
ara AQac proB)13 
F IacZ:Glu461GlyproB + 
pSUDCK2 (kan + IaclQ <fcM)133E) 
pAKl (bla+ laclQadk + ) 
ara A(lac proB)13 
F 7flcZGlu46 lGln proB + 
pSUDCK2 (kan + IaclQ dck.D\33E) 



Transformation de CC101 



Transformation de CC 102 



Transformation de CC 103 



Transformation de CC 1 04 



Transformation de CC 105 



Transformation de CC106 



Double transformation de CC101 



Double transformation de CC102 



Double transformation de CC103 
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pAKl (bla + laclQ adk + ) 
B7360 ara A(lac proB)13 Double transformation de CC104 

F lacZ:Glu46 1 Ala proB + 

pSUDCK2 (kan + laclQ dck:Dl 33E) 
5 pAKl (bla + laclQ adk+) 

B73 6 1 ara MJac proB)13 Double transformation de CC 105 

F' ZarcZ*Glu461Val proB + 

pSUDCK2 (kan + laclQ dck:D133E) 

pAKl (bla+ laclQ adk + ) 
10 B7362 ara LQac proB)13 Double transformation de CC 106 

F /acZ:Glu461Lys proB + 

pSUDCK2 (kcm + laclQ dch:T>\ 33E) 

pAKl (bla + laclQadk*) 



15 

Plasmides 



20 



25 



30 



pTrc99A 

pDCKl 

pDCK2 

pDCK3 

pDCK4 

pSUTrc 
pSUDCKl 
pSUDCK2 
pSUDCK3 



bla + lacjQ 
bla + laclQ dck + 
bla + laclQ dckD133E 

bla + laclQ dck:R\04Q 

bla+ laclQ <fcfcD133E-R104Q 



kan + laclQ 



kan+ lac]Q dck + 



kcm + laclQ dckD\33E 



kan+ laclQ rfcA.R104Q 



35 



ColEl r6plicon (Pharmacia) 
Bouzon & Marliere 
Mutagenese In vivo I disoG de 
B7134 

Mutagenese In vivo I disoA de 
B7134 

Substitution d'un fragment Sac\- 
BamHl de 466 bases de pDCK3 
par celui de pDCK2 
Clonage du fragment Sphl- 
BamHl de pTrc99A dans pSU39 
Clonage du fragment Sphl- 
BamHl de pDCKl dans pSU39 
Clonage du fragment Sphl- 
BamHl de pDCK2 dans pSU39 
Clonage du fragment Sphl- 
BamHl de pDCK3 dans pSU39 
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pSUDCK4 kan + laclQ rfcfcD133E-R104Q Clonage du fragment Sphl- 

BamHl de pDCK4 dans pSU39 
pAKl bla+ laclQ adk+ DrT.Okajima 

pAKT39A b!a+ laclQ adhT39A Dr. T. Okajima 



La souche B7069 a 6t6 s61ectionnee comme 6tant un mutant spontane resistant a 
PAZT de MG1655 cultiv<§e sur bolte LB supplements avec 30 p.M d'AZT. Le 
ph&iotype tdk a 6te determine par r absence de croissance sur milieu riche Mueller- 
Hinton (MH) comprenant du trimethoprime et de la thymidine. On a control^ que la 
mutation B7069 tdk ne reverse pas spontan&nent en repiquant les cellules sur le 
milieu MH suppl&mente avec du trimethoprime et de la thymidine apres 20 
generations en LB. La souche J371 17 Adeo tdk a 6t6 obtenue apres deux transductions 
PI cons£cutives. Les bacteries B7069 ont d'abord 6t6 infectees avec le lysat PI 
provenant de KU8 dans le but de transferer la deletion AserB et le marqueur 
proximal TnlO. Les clones r£sistants k la tetracycline ont 6t6 selectionn6s et testes 
pour leur auxotrophie h la serine. Un de ces clones a ensuite 6t6 infect£ avec le lysat 
PI provenant de S0928 et les prototrophes h la serine ont ete selectionn& sur milieu 
minimum- Tous les transductants Ser + s61ectionn£s comportent la deletion de 
Top6ron deo car ils sont incapables de croitre en milieu minimum avec de la 
thymidine comme seule source de carbone. Le plasmide pDCK4 a 6t6 construit en 
substituant le fragment SacI-BamHI de 466 bases de long de pDCK3 par celui de 
pDCK2. La presence des mutations D133E et R104Q sur pDCK4 a 6te determine 
par sequen9age. 

Selection in vivo des mutants DCK : une culture de 12 heures des cellules B7134 en 
milieu MS suppl&nente avec 50 mg/1 de carbenicilline a 6t6 dilute 100 fois dans le 
meme milieu et cultiv^e en aeration jusqu'au moment ou une turbidity de 0,100 
(600nm) soit atteinte. La culture a ensuite 6t6 dilute 25 fois dans le meme milieu 
avec ou sans IPTG et supplements avec des concentrations variables (5 & 30fxM) 
des analogues de nucleosides prpmutan^giques disoG et disoA puis cultiv6e en 
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a6ration pendant 18 heures. Les cellules ont 6t€ rinc6es puis 6talees sur des boites 
MH supplement's avec du trimethoprime, de la thymidine et de PIPTG. Des 
colonies sont apparues apres 36 heures d'incubation k 37°C. Aucune colonie n'a 6t6 
obtenue en F absence d' analogue de nucleoside. 

5 

Test de determination de la concentration minimale inhibitrice (CMS) : la CMI 
des analogues de nucleosides a ete d6terminee conform6ment aux m6thodes 
classiques avec les modifications suivantes : une culture bacterienne de 12 heures en 
milieu MS avec les antibiotiques approprtes a 6t6 dilute 100 fois dans le meme 

10 milieu et cultivee a 37°C en aeration jusqu' a Fobtention d'une turbidite d' environ 0,1 
OD. (600nm). La culture a ensuite 6te dilute 100 fois dans le meme milieu 
supplements avec IPTG et distribute sur microplaque 96 puits dans un volume final 
de 100 yl dans une s6xie de dilutions de 2 en 2 d'analogues de nucleotide. Chaque 
analogue a ete teste deux fois. Apres une incubation pendant 18 heures a 37°C avec 

15 agitation, le CMI a ete determine comme correspondant a la concentration la plus 
faible en analogue pour laquelle aucune turbidite n'est detectable. 

Test de reversion : Des cellules des souches lac CC101 a CC106 ont ete 
transform^, soit avec le plasmide pSUDCK2 seul, soit avec les plasmides 

20 pSUDCK2 et pAKL Les transformations ont et6 cultiv6es pendant 12 heures en 
milieu minimum comprenant 0,2% de glucose avec les antibiotiques approprits pom- 
la maintenance des plasmides. La culture a ensuite 6t6 diluee 100 fois dans le meme 
milieu et cultivee jusqu'a Fapparition d'une DO de 0,1 (600nm). Ensuite, les cultures 
ont 6t6 diluees 100 fois dans le meme milieu suppl&nente avec 0,5 mM IPTG puis 

25 diluees 10 fois avec une solution 10 fois concentree de Panalogue de nucleoside a 
tester. Les cellules ont 6t6 cultiv^es pendant 18 heures a 37°C avant la mise en 
culture sur boite. Le d<§nombrement des cellules viables a ete realise sur milieu solide 
LB. Les revertants Lac-f- ont 6t6 s&ectionnes en milieu minimum contenant 0,2% de 
lactose comme source de carbone. La frequence de mutation a 6t6 d6finie comme 

30 6tant le ratio : nombre de cellules mutantes sur nombre de cellules viables. Diverses 
concentrations finales des analogues nucl6osidiques correspondant aux CMI/2, 
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CMI/4, CMI/10 et CMI/20 ont 6t6 testees, car la sensibility des souches d6riv6es de 
celles de Miller vis-a-vis des differents analogues n'est pas identique a celle des 
souches d6riv6es de MG1655. La frequence de mutations a 6t€ determinee en 
utilisant les cultures obtenues avec la concentration la plus elevee en analogue 
5 nucieosidique permettant une croissance visible apr£s 18 heures. 

Exemple 1 : crible selectif 

Escherichia coli ne possede pas d'activite d^soxynucleoside kinase a Texception 
d'une thymidine kinase, cod£e par le g£ne tdk, tres sp^cifique de la thymidine et de la 

10 desoxyuridine. Nous avions montre precedemment comment l'introduction de 
Tactivit^ desoxycytidine kinase chez E. coli ouvre une voie m&abolique inexistante 
dans cet organisme, et permet aux desoxynucleosides naturels et k des analogues 
structuraux d'acceder au pool des monomeres de TADN [Bouzon & Marlidre, 1997]. 
Une souche portant un allele defectif du g£ne tdk ne peut utilise? la thymidine 

15 comme source de thymidylate (dTMP) et sa croissance depend de Tint^grite de la 
voie de synthase de novo de celui-ci (Figure 1). La synthese de dTMP a partir de 
dUMP est catalys^e par la thymidylate synthase (gene thyA). Elle peut etre bloquee 
par le trimethoprims qui par inhibition de Tactivite de la dihydrofolate reductase 
conduit k repuisement du pool intracellulaire du 5,10-methyldne-t^trahydrofolate, 

20 donneur du groupement methyle dans la reaction. Nous avons d'abord montre qu'une 
souche dont le gene tdk est inactive ne prolifere pas sur milieu riche en presence de 
trim6thoprime et de thymidine. Ce crible seiectif qui impose le maintien d f une 
activite thymidine kinase a 6te mis en oeuvre pour faire evoluer Factivite de la 
desoxycytidine kinase humaine chez K coli. On le trouve schematise dans la Figure 

25 1. 

Exemple 2 : selection de mutants dckH presentant une activite elargie 

Nous avons mis k profit la propriety de mutateur conditionnel de DCK en presence 
d f analogues de nucleosides promutagenes pour soumettre son propre gene dck k un 
30 episode de mutagenese in vivo. Ainsi, des bacteries de genotype Adeo tdk p::dckH+ 
furent exposees soit k la 2'-desoxy-iso-adenosine (disoA) soit k la 2'-desoxy-iso- 
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guanosine (disoG), puis incub6es sur milieu solide riche en presence de 
trimethoprime et de thymidine. Des colonies sont apparues suite a radministration 
des deux composes a une frequence de I'ordre de 10" 8 . Aucune colonie ne survint en 
absence de nucleoside promutagene. 

5 

Le sequen9age des genes de 7 plasmides mutants obtenus independamment (4 apres 
mutagenfese par disoG, 3 par disoA) mit en Evidence deux mutations ponctuelles 
D133E et R104Q, chacune conferant l'acquisition de l'activite thymidine kinase par 
DCK. Ces alleles sont designes dckH*. Un plasmide r6unissant les deux mutations 
10 dans un meme allele, dckH**, fut construit et introduit dans la souche B7117 de 
genotype Adeo tdk. II permit la complementation de la mutation tdk, exprimant done 
aussi me activite thymidine kinase. Les differents alleles selectionn6s sont 
repertories dans le Tableau 2 ci-apres. 

15 Tableau 2: mutations du gene heterologue dckH supprimant le phenotype tdk 
d e Escherichia colt 



Mutagene 


Mutation 
detectee 


Frequence 


Site de la mutation 


substitution 
acide amine 


disoG 


C-> A 


4/4 


codon 133 GAC 


Asp -> Glu 


disoA 


C-> A 


1/3 


codon 133 GAC 


Asp -> Glu 




C-*G 


1/3 


codon 133 GAC 


Asp -> Glu 




G-> A 


1/3 


codon 104 CGA 


Arg -> Gin 



Les details de la selection et de l'analyse genetique sont donnes dans la section 
20 Mat&iels et M6thodes. 

Exemple 3 : propri6tes fonctionnelles des mutants dckH 

La toxicity d ! analogues de nucleosides, deviant soit par le sucre soit par la base, a 6te 
evalu6e dans des souches de genotype Adeo tdk edd exprimant sur un plasmide les 
25 differents alleles de dckH, allele sauvage, D133E, R104Q et double mutant. 
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Le marqueur Adeo correspond k Tinactivation de Popdrqn catabolique des 
ddsoxynucteosides et Ie marqueur cdd k 1'inactivation de la ddsoxycytidine 
desaminase; ces marqueurs 6vitent que les analogues de nucleosides apportes dans le 
milieu engendrent des derives autres que le d€riv6 phosphoryte souhait6 par action de 
5 DCK; ils permettent Temploi de doses plus faibles des analogues, Les resultats sont 
indiqu^s dans le Tableau 3 ci-apr6s. 

Tableau 3: toxicite d 'analogues de deoxynucISoside 
induite par la deoxycytidine kinase sur Escherichia colL 

10 

Analogue de Souche et allele dck 

nucleoside Adeo tdk cdd::TnlO 





JJ7334 


U7335 


B7336 


B7337 


J57338 




none 


wt 


D133E 


R104Q 


D133E 
R104Q 


ddA 


80 


80 


80 


80 


80 


ddU 


> 


> 


> 


> 


> 


ddT 


> 


> 


> 


> 


> 


ddC 


> 


> 


> 


> 


> 


ddl 


80 


40 


40 


20 


40 


araC 


> 


160 


20 


20 


320 


AZT 


> 


> 


640 


640 


1280 


5 -amino-dT 


> 


> 


> 


> 


> 


disoA 


> 


> 


10 


> 


> 


disoG 


> 


> 


> 


> 


> 


dl 




> 


1.25 


> 


320 


disol 


> 


> 


> 


> 


> 


8ho'dI (*) 


> 


> 


1280 


> 


> 


DAP 


> 


> 


> 


> 


> 


d-oxanosine 


> 


> 


80 


> 


> 


dY 


> 


> 


> 


> 


> 


dJ 


> 


> 


> 


> 


> 


amino-dC 


> 


> 


20 


2.5 


20 


5-aza-dC 


> 


1.25 


1.25 


1.25 


1.25 


5-iodo-dC 


> 


> 


> 


> 


> 


5-bromo-dC 


> 


> 


> 


> 


> 


5-methyl-dC 


> 


> 


> 


> 


> 


5-methyl-disoC 


> 


> 


> 


> 


> 


5-chloro-dU 


> 


> 


> 


> 


> 


5-bromo-dU 


> 


> 


> 


> 


> 


5-iodo-dU 


> 


> 


> 


> 


> 


5-hm-dU 


> 


> 


> 


> 


> 
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(*) desoxyribonucteoside de la 8-hydroxy-hypoxanthine 

Les concentrations inhibitrices minimales, exprimees en microM, ont 6t6 
5 d£terminees comme indiqu6 dans la section Materiels et Methodes. 

Chaque dosage a et6 effectu6 trois fois : aucune toxicite n'a pu etre detect6e k plus 
haute concentration en analogue, 1,28 mM. 

Le genotype detains des souches hotes de chaque allele est indique au Tableau 1. 

10 Bien que conduisant toutes deux h Tacceptation de la thymidine comme substrat, les 
mutations ponctuelles D133E et R104Q ont des effets contrasts sur la 
phosphorylation des differents analogues testes. 

Les souches sauvages d!E. coli sont sensibles a de faibles concentrations d f AZT, 
15 tandis que les souches tdk, qui ont perdu l'activite thymidine kinase, y sont 
refractaires [Elwell et al, 1987]. Les tests rapportes dans le Tableau 3 indiquent que 
l'AZT n'est pas substrat de DCK wt, mais que le mutant D133E active Tanalogue de 
telle fa9on qu'on d&ecte une toxicity a haute concentration de Tanalogue (CMI= 1280 
microM). II est probable que cette toxicity provient de rincorporation de l'AZT 
20 triphosphate par l'ADN polymerase et le blocage de F&ongation par ce terminateur 
de chaine apres les actions successives de la dTMP kinase et de la nucleoside 
diphosphokinase sur l'AZT monophosphate. 

Poursuivant Tanalyse des resultats du Tableau 3, la mutation D133E entraine une 
25 forte toxicity de disoA, (CMI= 10 microM). La mutation R104Q n'a pas d r effet vis-a- 
vis de ce compose. De meme, la mutation D133E entraine une tres forte toxicity de la 
d<§soxyinosine, dl (CMI= 1 microM). Le desoxyribonucteoside de la 2-hydroxy-4- 
hydrazino-pyrimidine (designee 4am f dC) apparait meilleur substrat du mutant 
R104Q que du mutant D133E, les deux mutations causant une trds forte 
30 augmentation de la toxicity de Tanalogue. La 5-aza-ddsoxycytidine (designee 
5azadC) est toxique a tres faible concentration (CMI< 1.25 microM) quel que soit 
TalteledeDCK. 



WO 02/083892 



23 



PCT/FR02/01252 



Globalement, l'allele dckH-D133E se montre le plus int6ressant, augmentant la 
sensibility pour le plus grand nombre d'analogues. La combinaison des deux 
mutations D133E et R104Q mene k un spectre d'activit6 apparemment interm&iiaire 
5 entre chacun des deux mutants individuels. 

Exemple 4 : diversification m£tabolique par coexpression de genes heterologues 

L'absence d'effet toxique par un analogue de nucleoside vis-a-vis d ? une souche d!E. 
coli exprimant le gene dckH ou Tun de ses alleles mutants peut avoir plusieurs 

10 raisons, si on suppose que tout effet toxique resulte de I'incorporation de monomdres 
erron^s dans les chaines d'ADN : (i) l'analogue n'est pas substrat ou est un mauvais 
substrat de l'enzyme DCK; (ii) l'analogue est phosphoryl6 en monophosphate par 
DCK mais les dtapes ult&ieures de phosphorylation en diphosphate puis en 
triphosphate echouent; (iii) l'analogue triphosphate n'est pas substrat de l'ADN 

15 polymerase. 

II est connu que les nucleoside monophosphate kinases, qui produisent les 
diphosphates k partir des triphosphates acceptent le ribose et le d6soxyribose 5 mais 
sont tres specifiques de la base. On s'attendait done a ce que la coproduction d'un 
20 enzyme formant une vari&6 Slargie de monophosphates (alleles mutes DCK) et d'un 
enzyme formant une variet6 61argie de diphosphates dans la meme cellule 6!E. coli 
iev&le les substrats nucleosidiques portant des bases deviantes susceptibles d'etre 
phosphoryles en monophosphates par DCK wt ou DCK mute mais dont la 
conversion en diphosphate ne puisse etre catalys^e par les enzymes d'E. coli. 

25 

L'adenosine monophosphate kinase des eucaryotes (AMK) pr^sente une parente de 
structure avec les UMP/CMP kinases des bact6ries [Okajima et al, 1993]. Sa fonction 
physiologique serait de catalyser l'6change de phosphate entre AMP et ATP: 
AMP + ATP <-> ADP + ADP ; 
30 l'enzyme agit egalement sur un substrat portant le dSsoxyribose: 
dAMP + ATP <- > dADP + ADP . 
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Le mutant T39A du gene de l'enzyme du poulet (amkG*) a 6t6 construit par 
mutagenese dirigee en se guidant sur des comparaisons de sequence, par un groupe 
au Japon [Okajima et al, 1993]. In vitro, l'activit<§ de AMK sur CMP est infSrieure k 
1 % de son activite sur AMP. La mutation T39A modifie le spectre d'activite de 
5 l'enzyme et augmente significativement la conversion de CMP et UMP [Okajima et 
al, 1993]. 

Nous avons exprime conjointement dans le contexte genetique Adeo tdk cdd chacun 
des quatre alleles de dckH avec chacun des deux alleles wt et T39A de amkG, et test<§ 
10 la toxicity des diflterents analogues de nucleosides deja testes prScedemment 
(Tableau 4 ci-apr6s). 

Tableau 4: toxicite d'analogues de deoxynucleoside induite par la 

coexpression de la deoxycytidine kinase and de P adenosine 
15 monophosphate kinase dans Escherichia coli. 

Analogue Strain 



de dckH allele 

Nucleoside amkG allele 





67339 


67340 


67341 


67342 


67343 


67344 


67345 


67346 


67347 


67348 




none 


wt 


D133 


R104 


D133E 


none 


wt 


D133 


R104 


D133E 








E 


Q 


R104Q 






E 


Q 


R104Q 




wt 


wt 


wt 


wt 


wt 


T39A 


T39A 


T39A 


T39A 


T39A 


AZT 


> 


> 


> 


> 


> 


> 


> 


1280 


> 


> 


disoA 


> 


> 


5 


> 


1280 


> 


> 


10 


> 


> 


disoG 


> 


> 


> 


> 


> 


> 


> 


> 


> 


> 


dl 


> 


> 


51.25 


> 


1280 


> 


> 


51.25 


> 


1280 


8oxodl 


> 


> 


1280 


> 


> 


> 


> 


1280 


> 


> 


dY 


> 


> 


> 


> 


> 


> 


> 


1280 


> 


> 


4am*dC 


> 


> 


80 


51.25 


80 


> 


> 


640 


5 


320 


5azadC 


> 


^1.25 


51.25 


51.25 


51.25 


> 


51.25 


51.25 


£1.25 


51.25 


5IdC 


> 


> 


51.25 


51.25 


51.25 


> 


51.25 


51.25 


51.25 


51.25 


5BrdC 


> 


51.25 


51.25 


51.25 


51.25 


> 


51.25 


51.25 


51.25 


51.25 


5MedC 


> 


51.25 


51.25 


51.25 


5 


> 


51.25 


51.25 


51.25 


51.25 



Les concentrations inhibitrices minimum, exprimees en microM, ont 6t€ d6termin£es 
comme indiqu6 dans la section Mat&iels and methodes. 
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Chaque experience a ete effectu£e trois fois : aucune toxicity n'a pu etre detect£e k 
plus haute concentration en analogue, 1280 microM. 

Le genotype detailte des souches hdtes de chaque allele est indique au Tableau 3. 

5 II est apparu que la coexpression des deux g6nes eucaryotes entraine la conversion 
metabolique des deriv6s 5-halogen6s (5BrdC, 5IdC) et 5-m6thyl6 (5MedC) de la 
d£soxycytidine dC en derives inhibiteurs pour les bacteries reconibinantes, tandis que 
Texpression d'un seul des deux genes laisse les bact&ies r&ractaires aux menies 
analogues. La tres grande toxicite de Tanalogue lorsqu'il y a expression concomitante 
10 de DCK et AMK indique que DCK phosphoryle ces substrats mais que c'est l'etape 
ulterieure de phosphorylation par les monophosphates kinases qui est limitante. 

Comme on le voit dans le Tableau 4, la conjonction de Talldle DCK-D133E et de 
Tallele AMK-T39A entraine une toxicity des souches d"E. coli qui les portent vis-&- 

15 vis du nucleoside simplify dY, dSsoxyribosyMmidazole-carboxamide [Pochet et al, 
1995]. Les effets mutagenes de la base Y avaient et€ demontr6s ex vivo au cours de 
reactions d'amplification PCR, causant en particulier des transitions A:T->G:C et des 
transversions A:T->T:A [Sala et al, 1996]. La toxicity de dY k 1 mM vis-^-vis des 
souches rapportSes ici s'accompagne d'une augmentation du meme spectre de 

20 mutations in vivo. 
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REVENDICATIONS 

1. Procede pour faire evoluer une proteine X de sorte a en modifier ses 
caracteristiques comprenant les etapes suivantes : 

5 a) obtention de cellules comportant un genotype [proteine Y* : :prot6ine X+], par 
transformation de cellules [proteine Y*] avec un acide nucieique comprenant le gene 
codant pour la proteine X, Y* signifiant que le gene codant pour Y a 6t€ inactive, Y 
etant une proteine appartenant k une classe voisine de X possSdant une activite 
voisine, les classes de X et Y se caracterisant en ce qu'elles poss&Ient au moins les 
10 trois premiers chiffres appartenant aux classes EC de la nomenclature international 
a 4 chiffres, lesdites cellules presentant un phSnotype auxotrophe necessitant pour 
survivre 1'apport du produit de la reaction de Y sur son substrat dans le milieu de 
culture ; 

b) exposer les cellules obtenues a retape a) a un mutagene, 
15 c) mettre en culture lesdites cellules dans un milieu comprenant le substrat de Y, le 
produit de la reaction de Y sur son substrat 6tant nScessaire k la survie de ladite 
cellule, 

d) selectionner les cellules qui ont survecu a l'etape c) dans lesquelles la proteine X, 
modiftee par Taction dudit analogue nucleoside promutagene, compiemente la 
20 deficience en la proteine Y. 

2. Procede selon la revendication 1 caracteris£ en ce que la proline X est 
selectionn^e parmi les kinases appartenant aux classes EC 2.7.1.- , les nucleotidyl 
transferases appartenant aux classes EC 2.7.7.-, notamment les polymerases et les 

25 phosphorylases appartenant aux classes EC 2.4.2.-.. 

3. Procede selon la revendication 2 caracterise en que en ce que la proteine X est 
capable d'activer un analogue de nucleosides promutagene, lequel analogue introduit 
des mutations dans son propre gene. 
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4. Proc&te selon Tune des revendications 1 a 3 pour faire evoluer une kinase X de 
sorte a en modifier ses caracteristiques caract6ris6 en ce qu'il comprend les Stapes 
suivantes : 

a) obtention de cellules comportant un genotype [kinaseY* : :kinaseX+], par 
5 transformation d'une cellule [kinaseY*] avec un acide nucldique comprenant le gene 

codant pour la kinase X, Y* signifiant que le g6ne codant pour Y a ete inactive, Y 
etant une kinase appartenant k une classe voisine de X montrant une activity voisine, 
les classes de X et Y se caracterisant en ce qu'elles possedent au moins les trois 
premiers chiffres appartenant aux classes EC 2.7.1.- de la nomenclature 
10 international k 4 chiffres, lesdites cellules presentant un ph6notype auxotrophe 
necessitant pour survivre l'apport du produit de la reaction de Y sur son substrat dans 
le milieu de culture ; 

b) exposer les cellules obtenues a F&ape a) k un analogue de nucleosides 
promutagenes pendant un temps donn6, la kinase X £tant capable de phosphoryler 

15 ledit analogue, 

c) mettre en culture lesdites cellules dans un milieu comprenant le substrat de Y, le 
produit de la reaction de Y sur son substrat etant necessaire a la survie de ladite 
cellule, 

d) selectionner les cellules qui ont surv^cu k Petape c) dans lesquelles la kinase X, 
20 modiftee par Taction dudit agent mutag^ne, comptemente la d6ficience en la kinase 

Y. 

5. Proc6de selon Tune des revendications 1 & 4 caracterise en ce que lesdites cellules 
sont des cellules procaryotes ou eucaryotes, de pr&fSrence E. colL 

25 

6. Proced£ selon Tune des revendications 1 k5 caract£ris£ en ce que ledit substrat est 
s61ectionne parmi les nucleosides et leurs analogues. 

7. Proced6 selon Tune des revendications 4 £ 6 caracteris6 en ce que la kinase X est 
30 une ddoxycytidine kinase (DCK) appartenant k la classe EC 2.7. 1 .74. 
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8. Procede selon l'une des revendications 4 a 7 caracteris6 en ce que la kinase Y est 
une thymidine kinase (TDK) appartenant a la classe EC 2.7.1.21. 

5 9. Procede selon Tune des revendications 1 a 5 caracterise en ce qu'il comprend les 
etapes suivantes : 

a) obtention d'une bacterie £. coli Adeo tdkp::dckH+, 

raise en culture des cellules obtenues a l'etape a) dans un milieu comprenant : 

- un agent mutagene selectionne parmi les analogues de nucleosides promutagenes et 
1 0 du trimethoprime qui bloque la synthese du thymidylate par la thymidylate synthase ; 

- et de la thymidine qui est necessaire a la survie de ladite cellule, 

b) selection des cellules qui ont survecu a l'etape b) dans lesquelles la DCKH, 
modifiee par Taction dudit analogue promutagene, complemente la d6ficience en 
TDK. 

15 

10. Proced6 selon l'une des revendications 4 a 9 caracterise en ce que la kinase X est 
une desoxycytidine kinase, de preference la DCK1 humaine possedant la s6quence 
deposee dans GENBANK sous le numero d' accession M60527 comportant au moins 
une mutation selectionnee parmi les mutations D133E et R104Q. 

20 

11. Proteine X mutee susceptible d'etre obtenue a partir du proced6 selon l'une des 
revendications 1 a 10 caracterisee en ce qu'elle presente une activite elargie par 
rapport a la Proteine X initiale. 

25 12. Kinase X mutee susceptible d'etre obtenue a partir du procede selon l'une des 
revendications 1 a 10 caracterisee en ce qu'elle presente une activite elargie par 
rapport a la kinase X initiale. 

13. Kinase selon la revendication 12 caracterisee en ce qu'il s'agit de la DCK1 
30 humaine possedant la sequence deposee dans GENBANK sous le numero 



WO 02/083892 



31 



PCT/FR02/01252 



d' accession M60527 comportant au moins une mutation s61ectionn6e parmi les 
mutations D133E et R104Q. 

14. Acide nucl&que comprenant la sequence codante pour la kinase selon la 
5 revendication 13- 

15. Vecteur d'expression comprenant la sequence codante pour la kinase selon la 
revendication 13. 

10 16. Vecteur selon la revendication 15 caracteris6 en ce que ladite sequence est 
fasionn^e a un promoteur efficace dans les cellules eucaryotes et/ou procaryotes. 

17. Vecteur selon Tune des revendications 15 et 16 caract£ris£ en ce qu'il s'agit d'un 
plasmide capable de transformer et de se maintenir chez K colu 

18. Cellule hdte comprenant un vecteur selon Tune des revendications 15 & 17. 

19. Utilisation d'une kinase selon Tune des revendications 12 et 13 dans un proc6d6 
selon Tune des revendications 1 £ 10 pour l'activation dudit analogue promutagdne. 

20. Utilisation d'une kinase selon Tune des revendications 12 et 13 dans un proc&te 
d'hypermutag6n6se. 

21. Utilisation d'une kinase selon Tune des revendications 12 et 13 pour convertir 
des nucleosides, naturellement r^fractaires k la phosphorylation enzymatique, en leur 
d6riv6 5' phosphate respectif. 

22. Utilisation concomitante d'une kinase selon Tune des revendications 12 et 13 et 
d'autres enzymes tels que AMK et/ou la transdesoxyribosylase (NTD) pour eiargir in 
vivo la gamme de la mutag£n6se a l'aide de promutagenes. 



* 
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23. Utilisation d'un vecteur selon Tune des revendications 15 d 17 pour la 
preparation d'un medicament destine a la tlierapie genique pour permettre 
T incorporation d'analogues de nucleosides dans l'ADN. 

5 

24. Procede de mutagenese in vivo d'une sequence d'ADN determine, ladite 
sequence d'ADN etant dans une cellule, comprenant les etapes consistant a : 

- effectuer la mutation par insertion d'au moins un type de nucleosides 
promutagenes dans ladite sequence, la cellule exprimant au moins un systeme 
1 0 enzymatique permettant Pinsertion dudit nucleotide promutagene dans l'ADN, 

et detecter la presence de la sequence mutee, 

caracteris6 en ce que le systeme enzymatique comprend une kinase selon Tune des 

revendications 12 et 13. 

15 25. Proced6 selon la revendication 22 pour faire evoluer une proteine specifique, 
ladite proline etant exprime de la cellule, caract^rise en ce qu'on inactive un gene 
codant pour une proteine apparentee a ladite proteine specifique, la proteine 
apparentee etant n^cessaire k la survie de la cellule, et on detecte la complementation 
aprds mutation du gene codant pour ladite proteine specifique. 

20 

26. Procede selon la revendication 25 caract£ris6 en que ladite proteine specifique et 
ladite proteine apparentee sont des enzymes appartenant k une classe voisine ayant 
en commun au moins les trois premiers chif&es de la nomenclature intemationale EC 
k 4 chiffres. 

25 

27. Procede selon la revendication 26 caracterise en que lesdites proteines ont la 
propriete de pouvoir faire evoluer leur propre gene. 

28. Souche <TE. coli 6 7151 de genotype Adeo tdk comprenant un vecteur exprimant 
30 la DCK mutee D133E deposee a la CNCM sous le numero d'accession 1-263 1 . 
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29. Souche d'E. coli R 7134 de genotype Adeo tdk comprenant un vecteur exprimant 
la DCK humaine d6pos6e h la CNCM sous le numfro d'accession 1-2630. 

30. Souche d'is. coli £7338 de genotype Adeo tdk comprenant un vecteur exprimant 
5 la DCK double mutante D133E et R104Q d(§pos6e a la CNCM sous le num<§ro 

d'accession 1-2650. 
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LISTE DE SEQUENCES 

<110> Institut Pasteur 

Centre National de la Recherche Scientif ique CNRS 

<120> Mutants de la desoxycitidine kinase poss€dant une 
activite enzymatique elargie 

<130> D18773 

<140> FR 01 04856 
<141> 2001-04-10 

<160> 3 

<170> Patentln Ver. 2.1 

<210> 1 
<211> 260 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 
<220> 

<223> DCK1 humaine D133E 
<400> 1 

Met Ala Thr Pro Pro Lys Arg Ser Cys Pro Ser Phe Ser Ala Ser Ser 
1 5 10 15 

Glu Gly Thr Arg lie Lys Lys lie Ser lie Glu Gly Asn lie Ala Ala 
20 25 30 

Gly Lys Ser Thr Phe Val Asn lie Leu Lys Gin Leu Cys Glu Asp Trp 
35 40 45 

Glu Val Val Pro Glu Pro Val Ala Arg Trp Cys Asn Val Gin Ser Thr 
50 55 60 

Gin Asp Glu Phe Glu Glu Leu Thr Met Ser Gin Lys Asn Gly Gly Asn 
65 70 75 80 

Val Leu Gin Met Met Tyr Glu Lys Pro Glu Arg Trp Ser Phe Thr Phe 
85 90 95 

Gin Thr Tyr Ala Cys Leu Ser Arg lie Arg Ala Gin Leu Ala Ser Leu 
100 105 110 

Asn Gly Lys Leu Lys Asp Ala Glu Lys Pro Val Leu Phe Phe Glu Arg 
115 120 125 

Ser Val Tyr Ser Glu Arg Tyr He Phe Ala Ser Asn Leu Tyr Glu Ser 
130 135 140 

Glu Cys Met Asn Glu Thr Glu Trp Thr lie Tyr Gin Asp Trp His Asp 
145 150 155 160 

Trp Met Asn Asn Gin Phe Gly Gin Ser Leu Glu Leu Asp Gly He He 
165 170 175 

Tyr Leu Gin Ala Thr Pro Glu Thr Cys Leu His Arg He Tyr Leu Arg 
180 185 190 
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Gly Arg Asn Glu Glu Gin Gly He Pro Leu Glu Tyr Leu Glu Lys Leu 
195 200 205 

His Tyr Lys His Glu Ser Trp Leu Leu His Arg Thr Leu Lys Thr Asn 
210 215 220 

Pbe Asp Tyr Leu Gin Glu Val Pro He Leu Thr Leu Asp Val Asn Glu 
225 230 235 240 

Asp Phe Lys Asp Lys Tyr Glu Ser Leu Val Glu Lys Val Lys Glu Phe 
245 250 255 

Leu Ser Thr Leu 
260 



<210> 2 
<211> 260 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 
<220> 

<223> DCK1 humaine R104Q 
<400> 2 

Met Ala Thr Pro Pro Lys Arg Ser Cys Pro Ser Phe Ser Ala Ser Ser 
1 5 10 15 

Glu Gly Thr Arg He Lys Lys lie Ser He Glu Gly Asn He Ala Ala 
2 0 25 30 

Gly Lys Ser Thr Phe Val Asn He Leu Lys Gin Leu Cys Glu Asp Trp 
35 40 45 

Glu Val Val Pro Glu Pro Val Ala Arg Trp Cys Asn Val Gin Ser Thr 
50 55 60 

Gin Asp Glu Phe Glu Glu Leu Thr Met Ser Gin Lys Asn Gly Gly Asn 
65 70 75 80 

Val Leu Gin Met Met Tyr Glu Lys Pro Glu Arg Trp Ser Phe Thr Phe 
85 90 95 

Gin Thr Tyr Ala Cys Leu Ser Gin He Arg Ala Gin Leu Ala Ser Leu 
100 105 110 

Asn Gly Lys Leu Lys Asp Ala Glu Lys Pro Val Leu Phe Phe Glu Arg 
115 120 125 - 

Ser Val Tyr Ser Asp Arg Tyr He Phe Ala Ser Asn Leu Tyr Glu Ser 
130 135 140 

Glu Cys Met Asn Glu Thr Glu Trp Thr He Tyr Gin Asp Trp His Asp 
145 150 155 160 

Trp Met Asn Asn Gin Phe Gly Gin Ser Leu Glu Leu Asp Gly He He 
165 170 175 

Tyr Leu Gin Ala Thr Pro Glu Thr Cys Leu His Arg He Tyr Leu Arg 
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180 185 190 

Gly Arg Asn Glu Glu Gin Gly lie Pro Leu Glu Tyr Leu Glu Lys Leu 
195 200 205 

His Tyr Lys His Glu Ser Trp Leu Leu His Arg Thr Leu Lys Thr Asn 
210 215 220 

Phe Asp Tyr Leu Gin Glu Val Pro lie Leu Thr Leu Asp Val Asn Glu 
225 230 235 240 

Asp Phe Lys Asp Lys Tyr Glu Ser Leu Val Glu Lys Val Lys Glu Phe 
245 250 255 

Leu Ser Thr Leu 
260 



<210> 3 
<211> 260 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 
<220> 

<223> DCK1 humaine D133E-R104Q 
<400> 3 

Met Ala Thr Pro Pro Lys Arg Ser Cys Pro Ser Phe Ser Ala Ser Ser 
1 5 10 15 

Glu Gly Thr Arg lie Lys Lys lie Ser lie Glu Gly Asn lie- Ala Ala 
20 25 30 

Gly Lys Ser Thr Phe Val Asn lie Leu Lys Gin Leu Cys Glu Asp Trp 
35 40 45 

Glu Val Val Pro Glu Pro Val Ala Arg Trp Cys Asn Val Gin Ser Thr 
50 55 60 

Gin Asp Glu Phe Glu Glu Leu Thr Met Ser Gin Lys Asn Gly Gly Asn 
65 70 75 80 

Val Leu Gin Met Met Tyr Glu Lys Pro Glu Arg Trp Ser Phe Thr Phe 
85 90 95 

Gin Thr Tyr Ala Cys Leu Ser Gin He Arg Ala Gin Leu Ala Ser Leu 
100 105 110 

Asn Gly Lys Leu Lys Asp Ala Glu Lys Pro Val Leu Phe Phe Glu Ajeg 
115 120 125 

Ser Val Tyr Ser Glu Arg Tyr He Phe Ala Ser Asn Leu Tyr Glu Ser 
130 135 140 

Glu Cys Met Asn Glu Thr Glu Trp Thr He. Tyr Gin Asp Trp His Asp 
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Jo (57) Abstract: The invention relates to a method for artificial in vivo evolution of proteins, said method making it possible to bring 
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^ commission (EC) nomenclature or belonging to related classes. The mutants D133E and R104Q of desoxycytidine kinase (DCK) 
w were obtained; both of said mutations result in acquisition of thymidine kinase activity by DCK. 
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L'attention du deposant est attlree sur le fait que les revendications, 
ou des parties de revendications, ayant trait aux inventions pour 
lesquelles aucun rapport de recherche n'a ete etabU ne peuvent faire 
obligatoirement Tobjet d'un rapport preliminaire d'examen (Regie 66.1(e) 
PCT). Le deposant est averti que la llgne de conduite adoptee par 1 'OEB 
agissant en qualite d' administration chargee de l'examen preliminaire 
international est, normal ement, de ne pas proceder a un ex amen 
preliminaire sur un sujet n'ayant pas fait I'objet d'une recherche. Cette 
attitude restera inchangee, independamment du fait que les revendications 
aient ou n'aient pas ete modifiees, soit apres la reception du rapport de 
recherche, soit pendant une quelconque procedure sous le Chapitre II. 



